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な spin=1/2 の I~ が利用されている。しかし、 l~ の天然存在比は 0.37% と低いために、
国体で NMR 測定を行うためには I~ を l~ に同位体置換した試料を用いなければなら
ないという問題がある O
そこで I~ の高分解能 NMR を測定するために/m)=/+I) と /-1) の状態間の齢、すな
わち overtone遷移(sm= 2)を観測する手法が開発された[1]。本来、 overtone遷移は禁制
遷移であるが、たいていの 14N核の場合、 Zeeman相互作用に対する四重極相互作用の













ではI3C_I~双極子相互作用は MAS の居波数の l倍もしくは2倍の周波数で振動する成
分からなっているO したがって‘ MAS 下において一定強度の 14ト~overtone照射をおこな
うと遷移モーメントによって変調を受けたラジオ波とI3C_I~ 双極子棺互作用との干渉
が起こり、 MAS 下において平均化されていたI3C_I~ 双極子相互作用が復活する。そこ
で、 I~ overtone 照射のもとで 13C の高分解能NMR 測定を行い、I3C_I~ 双極子相互作用





overtone NMRスペクトルや2次構造の異なるモデルペプチドにおける 14Novertone NMR 
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スペクトル測定した結果を示す。これらの実験から四重極相互作用の大きさの似た複数
の 14N が試料分子に存在する場合に、それぞれの l~ のスペクトルを高分解能に分離し
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HQ = L(-l)川 (2.6) 
V" =. ._e2qQ 























































































HQ = L(-1)l1vQA2mT2_111' (2.12) 
Vr. = _e2qQ 












A21n z ZAFDZ)(21rvrt，θM'O) 
(2.15) 
したがって戎2.14)、ο.15)からん11はArsを用いて以下のように表される。
J42nt zZ24rSDF(α，β，y )D/~~) (2JrlノJ，BM，O) (2.16) 
ここでArsは内2.11)で与えられる。次に Wigner回転行列DU)(α，β，y)を具体的な形で表
すと以下のようになる。
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μI = rll (2.20) 
μs = r:JiS (2.21) 
ここで、 rl、れはそれぞれスピンIおよびSの磁気回転比である。内2.19)、(2.20)、(2.21) 
を用いると核スピン聞の磁気的棺互作用を表すハミノレトニアンは





v.， = rlr:J1 -
2Jr" 





Das = (δαβ-eαり) (α，s = x，y，z) (2.25) 
であるo o
aβはクロネッカーのデノレ夕、九 (α=x，y，z)は核開方向の単位ベクトルの成分を









































H=Hz +HQ' (2.31 ) 
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(2.34) 
V，.. 
V" =一一":-Ao -.J6ι20 ラ (2.35) 
V_1 コ VN4んけど~(A22A2-2 -A21 A2_1) l 円 イ6 山 21ノN 、 ， (2.36) 
世 13四
となる。これらからd.m斗の遷移の共鳴周波数を求めると、
V'A = VA -V 10- y 0 y +1 
ヱVN-2三ム。十とよ(A2A2_2-A2IA2_1) 
円 ゾ6 ~V 2¥ノトJ、←“
(1) I ..(2) = V~r -V 十VN YQ "Q 
VA'=V，-V 0-1 - Y -1 Y 0
コVN +単ム。よL(A42ームlA2-1) 円、J6 ム 2¥ノN 、…ゐ
(1) I .，(2) =V~， +V;':'+V N 'YQ "Q 
となる。ここで
v(l)-3VQ A -Q -.J6 ..(.120 ， 
山 V~ 〆、








v・ =V.-V 1-1 • -1 • +1 
ヱ 2vN+立(A2A2-2 -A21 A2-1 )
V N 
自 14-
=2VN+2v;) (2.41 ) 
となるo d.m = 1の遷移の共鳴周波数は一次と二次の両方のシフトを受けるのに対して、
oveIione遷移の共鳴周波数は一次のシフトの影響を受けず、ニ次のシフトのみを受ける。
したがってoveIione遷移のスペクトルの範囲はd.m= 1の遷移のスベクトルの範囲に比べて
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first order second order 
quadrupole quadrupole 
図2-1:静磁場中における 14Nのエネルギ…準伎
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ピン 1/2の空間におけるスピン演算子である。また、&="0/ である。 Hげにおいてsの







戸=eiHot pe -iHllt (2.56) 
Hrf =e的 H〆一iH()t (2.57) 
となる。ラジオ波によるZeeman相互作用に比べて静磁場によるZeeman相互作用の大きさ
が非常に大きいとき、系の時開発展演算子U(t)は0次のaverageHamiltonian H ~O) によって
次のように近似される。(高磁場近似)
U(t) =叫(-2JritH :;) ) 
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(2.58) 
kf)ご 2vN fdtHrf 
コ &Vj[L+ (A;lsinθM + A;2COS九)+L_ (A2lsinθM + A2COsBM)] 





次にI3c のスピン系S を含めて考える。簡単のために化学シフトを無視する。 I3C_l~ 双
極子相互作用のハミルトニアンHdは次のように与えられる。
Hdコエ(一l)qvtiLλ-q























Hd(t) = 2vd [G1 cos(2nv/ + r d)+ G2 cos(4.1l"Vrt + 2Yd )]Lλ (2.67) 
G， =J2 sin(2ん) (2.68) 
G2 = sin2βd (2.69) 






average Hamiltonian theoryを用いて示す。 Secularaverage Hamiltonian theOlyによると、時間
依存しているハミルトニアンH(t)をフーリエ級数によって表現することができるとき、す
なわち、











H(t) = Hげ(t)十万d(t) (2.73) 
として、 secularaverage Hamilton加をsについて1次まで求めると戎2.60)、内2.67)および
内2.71)、戎2.72)から、




















ープは自作の IH-13C_I~ 三重共鳴プローブを IH信 I3C_I~ overtone三重共鳴プローブに改造
した。プローブの回路図を図3-1に示す。
プロープの回路を作る上で注意した点をいくつか挙げる。ひとつめは!日(199.805MHz)、








































1H (200 MHz) 
Sample coil 
14N overtone 














• (39+47)/2 pF は39pFと47pFのコンデンサを並列につないだものを 2組、
直列に配置したことを表す。・18/2 pFは 18pFのコンデンサを 2個、直列につないだことを表す0・22x2 pFは22pFのコンデンサを 2個、並列につないだことを表す。




















斗ι アンプ1------29 MHz 
29 MHz 
受信機へ







パワーアンフ 400 MHz 
58 MHz 
13C 100 MHz 




間3-4:9.4 Tの静磁場における 14Novertone照射のもとでの 13Cの高分解能NMR
測定で用いたフィルターの配置
3.2. 実験の概要
3.2.1. 2つの静磁場における 14Novertone NMRスペクトルの問
接測定
この実験では試料として L-alanine と N-acetyl心，L-valineを用いた o L-alanineと
N-acetyl-D，L-valine の構造式を図 3-5 に示す。 L-alar由1e の I~ の四重極結合定数および非対
称パラメータはそれぞれ1.1481\狂Izおよび 0.276、 N四acetyl-D，L四valine の l~ の四重極結合
定数およびヨ同す称、パラメータはそれぞれ3.21MHzおよび0.31悶Izであることがすでに知
られている[1，8]04.7 Tおよび9.4Tの静磁場においてこれらの2つの試料のI3Cの高分解




!日のtf周波数 199.80583 MHZ 
13cのrf周波数 50.246MHz 
I~ overtoneのrf居波数 28.830MHzから 29.060MHzまで
I H decouplingの照射強度 70kHz 







14N overtoneのrf周波数 57.795 MHzから 57.994MHzまで
I H decouplingの照射強度 70妊12

















3.2.2. 14N overtone NMRスペクトルの直接測定
13C の NMR スペクトルの線形の変化から「間接的にJ 得られた I~overtone NMRスペク






'N overtoneのrf周波数 28.980MHz 
'H decouplingの照射強度 50kHz 
'N overtoneのrf強度 45 gauss 
'N overtoneのノ¥)レス幅 100 μsec 
繰り返し時間 1 sec 
積算回数 25000回
一……
3.2.3. 14N overtone NMR間接測定法のぺプチドへの応用
この実験では分子内に複数の '4N を持つ3がヰの 14Novertone NMRスペクトルを間接的に
測定した。試料としてL-alanylglycylglycine(AG1G2) を用いたoL-alanylglycylglycineの構造
式を図 3-5 に示す。 G1 の I~ の四重極結合定数および非対称パラメータはそれぞ、れ 3.29








14N overtoneのrf周波数 57.786MHzから 57.960MHzまで
lH decouplingの照射強度 70kHz 









13Cのrf周波数 75.556 MHZ 
l~ overtoneのrf周波数 43.46 MHzから43.52MHzまで
lH decouplingの照射強度 80kHz 











NH2-CH-CO田 NH田 CH2-CO同 NH-CH2-COOH






















は、 1'Nの西重極相互作用の影響により MASで、完全に消去で、きずに残っている 13c_1'N双
極子相互作用によって生じている o C aの二重線の大きいほうのピークは、













もピークの線幅の増大は見られなしゃ，e)oN-acety l-D，L-valine としalanine の 1~overtone共











を示す。 1~ overtone照射をおこなっていないときのC(l;のスベクトル(a，d)を見ると、 4.7T 
のスベクトルと比較してニ重線の2つのピークの位置が近づいている。特にしalanineのス
ペクトルは肩(shoulder)を持った一本のピークの形となっている。また、二重線の個々のピ














(a) no irradiation (d) no irradiation 
(b) 28.875 MHz (e) 28.875 MHz 
(c) 28.990 MHz (り 28.990MHz 
56 54 52 50 64 60 56 
Chemical Shift/ppm Chemical Shift/ppm 
図4-1:4.7 Tの静磁場中で測定された L-alanineおよびN-acetyl-D，L-valineのCαの
スペクトル。 (a-c)はしalanineのスペクトル。 (d聞のは N酬acetyl-D，L-valineのスペク
トル。 (a)，(d)はJ4Novertone照射しないときの、(ゆb，c，
overtone ~照瓦射を行つたときのスペクト jルレ O
-40-
図4-2:9.4 Tの静磁場中で測定されたしalanineおよび、N欄acetyl心ラL-valineのCaの
スベクトル。 (a-c)はしalanineのスペクトル。 (dのは N舗acetyl姻D，L・valineのスペク
トル。 (a)，(d)は 14Novertone照射しないときの、 (b，c，e，f)はそれぞれの周波数で 14N
overtone照射を行ったときのスペクトル。
しalanine
(a) no irradiation 
(b) 57.832 MHz 




(d) no irradiation 
(e) 57.832 MHz 
(り 57.890MHz 













































































(b) 28.990 MHz 
56 54 52 
Chem i caI Sh if t /ppm 
N-acetyトD，し四valine


































































(a) 57.832 MHz (c) 57.832 MHz 
60 56 
(b) 57.890 MHz (d) 57.890 MHz 
図4-4:9.4 Tの静磁場で測定された L-alanineおよび、N-acetyl-D，L-valineのCaの
スベクトルのフイツティング。 (a)，(b)はそれぞれの周波数で、 14Novertone照射を

































































(c) 28.875 MHz 
N国 acetyl嗣 D，しvaline





















































































































ル基の 13Cのスペクトルのフイッテイング。 (a)，(b)はそれぞれの局波数で 14N




4.1.3. 14N overtone照射周波数と Cαのピークの線幅との関係
・4.7Tにおける測定









ータから数値計算により求めた4.7Tにおける I"Novertone NMRスペクトノレを示すo ただ
し、現在のところ測定を行った静磁場で、の 14NのLarmor周波数VNを実験により決定して











れた I"Novel1one NMRスベクトノレを図4-9示す。 4.7Tにおける測定の結果とは大きく異な
り、 L-alnineのスベクトルには2本の鋭いピークがみられる。 N-acetyl心，L-valineのC此の線
揺はおよそ57.890MHzを中心としておよそ 10kHzの線幅のピークがみられる。 9.4Tにお
ける測定でも 4.7T における測定と同様に、 I"Nの四重極結合定数の大きい
N-acetyl-D，L幽valineの共鳴周波数は L-alanineに比べて高く、その幅も広くなっているO 図
4-10にL-alanineおよび、N-acetyl-D，L“valineの I"Nの四重極結合定数および非対称パラメー
タから数値計算により求めた9.4T における 14ト~overtone NMRスペクトノレを示すOただし、
現在のところ測定を行った静磁場で、の 14NのLannor周波数VNを実験により決定していな













































































νQ= 1.148 MHz 
η= 0.276 


































57.95 57.90 57.85 57.80 
Frequency/MHz 
57.95 57.90 57.85 57.80 
Frequency/MHz 





57.95 57.90 57.85 57.80 
Frequency/MHz 
(b) N四acetyl剛0，しvaline
νa= 3.21 MHz 
η= 0.31 










































































58.00 57.95 57.90 57.85 57.80 
Frequency/MHz 
図4-12:9.4 Tの静磁場における J4Novertone照射周波数とメチル基の J3cの線幅
との関係。
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4.2. 直接測定による 14Novertone NMRスペクトルと間接測定法
による 14Novertone NMRとの比較
4.7Tの静磁場において直接測定によって得られたN帽acetyl心ラL-valine の I~oveltone NMR 
スペクトノレを図4・13に示す。(めは静止した状態で測定したスベクトノレ、 (b)はMAS周波数
5.35 kHzで試料回転して測定したスペクトノレで、あるo(b)のスペクトノレは(吟に比べてSIN比
が小さくなっている。これは I~ove抗one の遷移モーメントの中の MAS によって時間依存
している成分が平均化されて 0 となってしまうことによって I~ overtoneの遷移確率が小
さくなるためであると考えられる。次に、図 4-7(b)に示した間接測定法によって求めた





1~ 核の状態lø+l) と状態lø-I) の占有数の差は明核の全体数の10四4%のオーダーとなる。
これに対して、間接測定法ではi3C_l~ 双極子相互作用を利用している。試料中に存在し
ている 1~ 核のうち、ほぼすべての核が 13C_l~ 双極子相互作用に寄与している。したが
って間接測定法によるスペクトルは直接測定で、得られるスベクトルに比べてSIN比が高い
ことが予想されていた。しかし、予想に反して直接測定によるスベクトノレと間接測定法に







(a) MAS 0 kHz 
(b) MAS 5.35 kHz 
60 40 20 0 -20 -40 -60 
Offset/kHz 
図 4-13:4.7 Tにおいて直接測定によって得られた N-acetyl心ラL“valineの 14N



















A G2 G1 
(a) no iradiation 
(b) 57.890 MHz 
(c) 57.900 MHz 
55 50 45 40 
Chemical Shift/ppm 
図4-14:9.4 Tの静磁場中で測定された L-alanylglycylg1ycine(AG1G2)のCαのスペ
クトル。 (a)は 14Novertone照射しないときの、 (b)と(c)はそれぞ、れの周波数で、 14N
overtone 照射を行ったときのスベクトル。
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ら求めた I~oveltone NMR スベクトルを図 4-15 に示す。01 の I~ のスペクトノレには 57.900
h倒zにおよそ20kHzの線幅のピークが見られた。また、O2の1'Nのスペクトノレには57.895
MHzにおよそ20kHzの線幅の増大が見られた。図4-16に01および02の1'Nの四重極結
合定数および非対称パラメータから数値計算により求めた 9.4T における 1~ oveltone 
NMRスペクトルを示すo このスベクトノレの横軸の周波数は図 4-10の L-alanineおよび
N-acety 1-D，L-valineの計算スベクトルの横軸と一致するように定めた。図 4-15のグラブ、
すなわち間接測定法による 01 および 02 の I~ の ove此:one NMRスベクトノレのピークの位
置および線幅は図4-16の計算によって求められたスペクトルとよい一致を見せている。こ
の測定結果の注目すべき点はそれぞれの 14NのovertoneNMRスペクトノレを分離して独立




































νQ= 3.29 MHz 
η= O.γo 
(b) G2の14N
νQ= 3.15 MHz 
η= 0.68 
57.95 57.90 57.85 57.80 
Frequency/MHz 
57.95 57.90 57.85 57.80 
Frequency/MHz 






る(Ala)3岬Ala九(Ala)3適用して得た I'Nのスペクトルを図4・17に示す。 α側helix中の I'Nのス
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overtone irradiation frequency(M Hz) 
図4-1 7間接測定法を αヘリックス構造を取るポリアラニン
(Ala*，Ala)=5p;50(a)とβシート構造を取る (AI a)3-A I a九 (Ala)3(b)に
適用して得た14Nのスペクトル
自 67-
43.47 43.48 43.49 43.50 43.51 43.52 
























また、 I'Novelione NM民間接測定法をペプチドに対して応用して、 1'Novertone NMRスペ








と考えられる。今後は MAS 下において I~ oveItone照射をおこなったときに復活する






また本研究において、 MAS 下における 1~ overtone 照射により、 1~ と直樹吉合してい
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